アスパラギン酸プロテアーゼにおける基質特異性発現の分子機構 by 新谷 尚弘
アスパラギン酸プロテアーゼにおける基質特異性発
現の分子機構
著者 新谷 尚弘
号 536
発行年 1996
URL http://hdl.handle.net/10097/16551
氏 名(本籍)
学 位 の 種 類
学 位 記 番 号
学位授与年月日
学位授与の要件
研 究 科 専 攻
学位論文題 目
しん たに たか ひろ
新 谷 尚 弘
博 士(農 学)
農 博 第536号
平 成9年3月25日
学位規則第4条 第1項 該 当
東北大学大学院農学研究科農芸化学:専攻
(博士課程)
アスパラギン酸プロテアーゼにおける基質特異性発現
の夢子機構
論文審査委員(主 査) 教 授 一 島
教 授 水 野
教 授 神 尾
?
?
?
?
?
?
一183一
論 文 内 容 要 旨
序論
タンパク質は生命現象において重要な役割を演 じている。遺伝子工学の進展 に伴い花
開いた今 日の分子生物学において、タンパク質は特定の機能に対応する遺伝子の産物と
して同定され、発現の制御、他分子 との相互作用などが研究の対象 とされてきた。その
中において、 タンパク質は"特定の機能を持つ もの(因子)"として扱われてきた。 しか
しながら、近年、タンパク質分子の機能を立体構造に基づ き物質レベルで解析 し、生物
科学 と融合させようとする学問が急速に展開してきた。X線 結晶解析法やNMR法 など
の物理的測定法の進歩により、決定 されたタンパ ク質の立体構造の数は飛躍的に増加
し、遺伝子操作による部位特異的変異法はタンパ ク質の構造と機能の相関を原子 レベル
で解析することを可能にした。これ らの手法を駆使 し、タンパク質の機能を解析 して得
られた知見は新しい機能をもった酵素 ・タンパク質の創造や阻害剤の開発 などに応用で
き、より向上 した医療基盤iの確立や食糧問題などに貢献することが期待 される。
プロテアーゼは生物界に広 く分布 し、研究の歴史 も古い。プロテアーゼは触媒機構の
違いにより、セリン、システイン、アスパラギン酸、金属プロテアーゼの4つ のクラス
に分類 される(最近ではこれらにプロテアソームが新 しいクラス として追加 される)。
1836年、Schw㎜によって発見 された胃ペプシンはプロテアーゼ分子 として認識 された
最初の酵素であり、それに始まるアスパラギン酸プロテアーゼの研究の歴史はまさに酵
素研究の縮図である。アスパラギン酸 プロテアーゼ ・ファミリーには、食物の消化を担
うペプシン、アンジオテンシノーゲンを限定分解 し血圧 を上昇させるレニン、 κ一カゼイ
ンを限定分解 し凝乳させるキモシン、自らの成熟 に必須なH:IVプロテアーゼなど生理
学的 ・産業的に重要なものが含まれてお り、それらの機能を構造 レ'ベルで明らかにする
ことは有用なことである。アスパラギン酸プロテアーゼの基質特異性に関する研究にお
いては、機能 と構造を関係づけるるような研究は他のプロテアーゼほど行われておら
ず、 また大きな成果 も出ていないのが現状である。 これらの原因として考 えられること
として、一般的にアスパラギン酸プロテアーゼの基質特異性が幅広いためにそれを特徴
づける様な構造の推定が困難iであるということが挙げ られる。このことはアスパラギン
酸プロテアーゼとその阻害剤 との複合体の立体構造解析が行われているにもかかわ ら
ず、絶対 的 な基 質特異性決定残基 の同定 には至 っていない こ とか らも言 える。
A5ρθ酬 ロ5属の生産するアスパ ラギン酸プロテアーゼであるアスペルギロペプシン1(以
下、API)はトリプシノーゲンのLys6』e7を限定分解 しトリプシンへ と活性化するという
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ユニークな基質特異性を有 している。このP1位の塩基性アミノ酸を認識するという基質
特異性 と構造 との相関をタンパク質工学的に明らかにしてい くことはアスパラギン酸プ
ロテアーゼの基質特異性発現の分子機構 を解明するブレーク ・スルーになるものと期待
される。
本研究において、APIがP1位の塩基性アミノ酸を認識する機構 をタンパク質工学的に
解明 した。さらに、この知見を基にブタ ・ペプシンに新 しい基質特異性 をタンパク質工
学的に付与させることに成功 した。
第1章 アスペルギロペプシンエのタンパク質工学
14.アスペ ル ギ ロペ プ シ ン1遺 伝 子 の クロー ニ ング と酵母 にお け る発 現
A5peてgガ1ロ∬ 読of由来 のAPIの部分 ア ミノ酸配 列 を常 法 に よ り決 定 した 。 それ を基 に オ
リ ゴヌ ク レオ チ ドを合 成 し、PCRを行 った。得 られ たDNA断 片 を プ ロー ブ と しcDNAラ
イ ブ ラ リー をス ク リーニ ング した結果 、APIcDNAを得 た(Fig.1)。塩 基 配 列 決定 よ り、
APIは20残基 の シ グナ ル配 列 、49残基 の プ ロ配列 、325残基 の成 熟 体 領 域 の全 体 で394ア
ミノ酸 の前 駆体 と して生 合成 され る こ とが 明 らか とな った 。塩 基 配 列 よ り推 定 され た ア
ミノ酸 配 列 はペ ニ シ ロペ プシ ン、 リゾ プスペ プ シ ン、 ヒ ト ・ペ プ シ ン とそれ ぞれ69%、
39%、32%の相 同性 を示 した(Fig.2)。cDNAを酵 母発 現 ベ ク ターpG-3のグ リセル アルデ ヒ
ドー3一リ ン酸 脱水 素 酵 素(GAPDH)プロモ ー ター の下 流 に連 結 し、3acc加mπ!yce8cerθyf5fae
YPH250株に導 入 した。APIはGAPDH支配下 に発 現 し、培 地 中 にAPI活性(トリプ シノ ー
ゲ ン活性 化 能)が得 られ た(Fig.3)。
1-2.アス ペ ル ギ ロペ プシ ン1の トリプ シノー ゲ ン活性 化 反 応
ア スパ ラ ギ ン酸 プ ロテ アー ゼ は トリプ シ ノーゲ ンを活 性化 で きる カ ビの酵 素群 と活性
化 で きな い哺 乳類 の酵 素群 に大 別 で きる。 これ らの酵 素 群 の一 次 構 造 を比 較 す る と フラ
ップ と呼 ば れ る β一ヘ ア ピンル ー プ上 に存 在 す るAsp-76がカ ビの 酵 素 に特徴 的で あ り・
APIの推 定 立 体 構 造 よ りそ れ らの残 基 はP1-Lysと相 互作 用 して い る と考 え られ る。 哺 乳
類 の 酵 素 で は76番目の ア ミ ノ酸 はSerにな っ てい る(Table1)。そ こで、 部位 特 異 的変 異
法 を用 い、Asp-76をSerに置換 したAPI(D76SAPI)を作 製 し、 酵 母発 現 系 にて発現 させ
た 。D76Sのタ ンパ ク質 分 解 活性 は野 生型 と同 レベ ル で あ る に もか か わ らず 、 トリプ シ
ノー ゲ ン活 性 化 能 は検拙 限 界以 下 に低 下 してい た(Fig.4)。この結 果 よ り、APIのAsp-76
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はP1-Lysの認 識 にお い て重 要 な役 割 を果 た して い る こ とが 明 らか とな った。
1-3.アス ペ ル ギ ロペ プ シ ン1のS1基質特 異性 の解析
変 異 型APIの詳細 な解 析 を行 うため に、大腸 菌 にお け るAPIの大 量発 現 系 の構 築 を試 み
た。APIcDNAを大腸 菌発 現 ベ ク ターpET15bのT7プロモー タ ーの下 流 に連 結 し、大 腸
菌BL21(DE3)株に導 入 した。proAPIは大 腸 菌 菌体 内 に封 入体 と して蓄 積 した た め、8M
尿 素 で可 溶 化 した後 、尿 素 を透析 で除 くこ と に よって、 リフ ォー ル ディ ング を行 った。
カ ラム ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ りproAPIおよびAPIを精 製 した。proAPIは酸 処 理 す る
こ とに よ り成 熟型APIへ と転 換 し、 その転 換 は アスパ ラギ ン酸 プ ロテ ア ーゼ の 阻害剤 で
あ るペ プ ス タチ ンに よっ て阻害 され た(Fig.5)。この結果 よ り、APIは自己触 媒 的 に成 熟
型 へ 活 性 化 す る こ とが 明 らか となった 。精 製 され たAPIはCDス ペ ク トル の測 定 お よび
ペ プ チ ド基 質 を用 い た反 応 動 力学 的解 析 に よ り、Alρe㎎皿ロ5から精 製 され たAPIと 同様
の プ ロフ ァイ ル を示 し、構 造 的 、機 能 的 に 同一 で あ る こ とが分 か った。 以 下、 大 腸菌 発
現 系 を用 い てAPIのタ ンパ ク質工学 的研 究 を行 った。
Asp-76の機 能 を解 析 す るため に、4種類 のAsp-76変異酵 素D76S、D76T、D76N、D76E
を大 腸 菌 で発 現 させ た。 さ らに、Ser-78の機 能 の解 析 も行 うこ とに した。Ser-78はP1-
Lysと水 素 結 合 して い る ζ とが推測 され、 哺 乳 類 の 酵素 におい て は欠 失 して い る 。Ser-
78をAlaに置 換 したS78Aお よびSer-78を欠失 させ た △S78を発 現 させ 反応解 析 を行 っ
た 。各 々 の変 異 酵 素 を精 製 し(Fig.6)、N一末 端 配 列解 析 、CDス ペ ク トルの 測定 を行 っ た
(Fig.7)。いず れ の解析 にお い て もすべ て の変 異酵 素 は野 生型 酵素 と同一 の性 質 を示 し、
野生 型酵 素 と同様 の構 造 を保持 してい るこ とが示 され た。
各 変 異 酵 素 の酵 素化 学 的性 質 を解析 した。 まず 、 タ ンパ ク質基 質 に対 す る比 活性 を測
定 した(Table2)。D76Sのカゼ イン ・ヘモ グロ ビン分 解活性 は大 きな変化 は見 られ ないが
トリプシ ノ ー ゲ ン活 性化 は検 出限界以 下 に低 下 して い た。D76E、S78AもD76Sとほぼ 同
様 の傾 向 を示 した。D76Nはいずれ の活 性 も野 生 型 の約50%で基 質特 異性 に大 きな変化 は
ない と思 わ れ た 。D76T、△S78のトリプシ ノー ゲ ン活性 化能 は検:出限界 以 下 に低 下 して
い たが 、 タ ンパ ク質 分 解 活 性 も野生 型 の5分 の1以 下 に低下 して い た。APIのAsp-76と
Ser.78はP玉位 の塩 基 性 ア ミノ酸 の認識 に重 要 で あ る こ とが示唆 され た。 さ らに、 ペ プチ
ド基 質Pro-Thr-Glu-Phe-Phe(NO2)一Arg-Leu(peptideA),Pro-Thr-Glu-Lys-Phe(NO2)一Arg-Leu
(peptideB),Ac一思a-Ala-Lys-Phe(NO2)一Ala一屈a-NH2(peptideC)を用 い た解 析 を行 っ た(Table
3,Fig.8)。peptideAに対 す るpeptideBの特 異性 は・ 特 にD76S・D76T、△S78にお い て
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著 し く低 下 して お り、・これ らは主 にpeptideBに対 す るkcat値の低 下 に依 存 して い る 。
peptideCに対 す る効 果 はpeptideBに対 す る効 果 と同様 で あ った。 ア ンジ オ テ ンシ ン1
に各 変 異 酵 素 を作 用 させ 、切 断点 の解 析 を行 っ た(Fig.9)。野 生 型 酵 素 とD76NはTyr4-
11e5およびHis6-Pro7結合 を切 断 した の に対 し、他 の変 異 酵 素 はTyr4-lle5のみ を切 断 し
た 。
以 上 の こ とか ら、Asp-76、Ser-78がP1位の塩 基性 ア ミノ酸 の認 識 におい て重 要 で あ る
こ とが 明 らか と な った 。Jamesらに よるペ ニ シ ロペ プ シ ン とIva-Val-Va1-LySta-OEtとの
複 合体 の結 晶 構 造解 析 よ り、Asp-77(APIではAsp-76)とSer-79(APIではSer-78)の側 鎖 は リ
ガ ン ドのLySta側鎖 の ε一ア ミノ基 と水 素結 合 して お り、 さ らにAsp-77はリ ガ ン ドの 主鎖
のP2NHと水 素結 合 してい る こ とが分 か ってい る(Fig.10)。本 研究 の 当初 、Asp-76との静
電 的相 互 作 用 に よっ てP1位の塩 基性 ア ミノ酸 が認 識 され るので は ない か と推 測 してい た
の だが 、D76Nの解 析 よ り、 それ は否 定 され た 。D76S、D76T、△S78は特 にP1位が塩 基
性 ア ミノ酸 で あ る基 質 に対 す る活性 が低 下 してい た。D76S、D76TのSer-76、Thr-76の側
鎖 は アスパ ラギ ン酸 の もの よ りも短 く、基 質の主 鎖のP2NH:と水 素結合 す る とP1-Lysと
水 素結 合 で きな くなる こ とが 予想 され る。Ser-78を欠失 させ る ことに よ り△S78のフ ラ ッ
プの構 造 は哺 乳 類 型 の構 造 とな り、Asp-76の側 鎖 の 向 きを変化 させ 、P1-Lysとの水 素
結合 が 困難iにな る と思 われ る。
第2章 タンパク質工学的手法によるブタ ・ペプシンのS1基質特異性の改変
APIのタ ンパ ク質 工 学 に よって得 られ た知 見 を基 に、'アスパ ラギ ン酸 プ ロ テ ア ーゼ ・
フ ァ ミリー の代 表 的酵 素 で あ るブ タ ・ペ プ シ ンに新 しい機 能 を付 加 す る こ と を試 み た。
APIのAsp-76およびSer-78がP1位の塩 基 性 ア ミノ酸 の認識 に必 須 であ る こ とか ら、 それ
に相 当す る ブ タ ・ペ プ シ ンの部位 に変異 を導入 した。Thr-77をAspに置換 したT77D、
Gly-78とSer-79の間 にSerを挿入 したG78[S]S79およ びそ れ らの二重 変 異酵 素 の3つ の
変 異 酵 素 を作 製 し、 ブ タ ・ペ プシ ンがP1位の塩 基性 ア ミノ酸 を認 識 で きる よう に なる か
調 べ た。
まず 、 ブ タ 胃粘 膜 よ り調製 したRNAを鋳 型 と してPCRを行 い、 ブ タ ・ペ プ シ ノ ーゲ ン
cDNAを得 た 。 得 られ たcDNAを大腸 菌 発 現 ベ ク ターpETI2aのT7プロ モー ター の 下流 に
連 結 し、 大 腸 菌BL21(DE3)に導入 した 。 ブ タ ・ペ プ シ ノーゲ ンはi封入体 と して生 産 され
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たの で、APIと同様 に して リ フ ォー ル デ ィ ング を行 い 、 酸 処 理 した後 、 カ ラ ム ク ロマ ト.
グ ラ フ ィー に よ りブ タ ・ペ プシ ンの精 製 標 品 を得 た 。3種 類 の 変異 酵 素 も野 生 型 酵 素 と
同様 に精 製 し(Fig.11)、N一末 端 配列 解 析 、CDス ペ ク トル の 測 定 を行 った(Fig。12)。いず
れ の解 析 にお い て もすべ ての 変異 酵 素 は野 生型 酵 素 と同一 の性 質 を示 し、野 生 型 酵 素 と
同様 の構造 を保 持 して い る こ≧が 示 され た。
各 変異 酵 素 の タ ンパ ク質基 質 に対 す る比 活性 を測定 した(Table4)。酸変性 ヘ モ グ ロ ビ
ンに対 す る活 性 はG78[S】S79は野 生 型 の10%まで低 下 して い た もの の、T77Dおよ び二重
変 異 酵 素 は60%保 持 して い た 。 トリ プ シノ ー ゲ ン活 性 化 反 応 は、 野 生 型 、T77D、,
G78[SIS79によって は触 媒 され ない が 、 二重 変 異 酵 素 は 著 し くそ の 能力 を獲得 し、 トリ
プ シノ ーゲ ンの切 断 点 もカ ビ由来 の 酵 素 と同様 にLys6』e7であ る こ とが確 認 さ れ た(Fig.
13)。次 に、各 変 異酵 素 に よるペ プチ ド基 質 の切 断部位 を調 べ た ところ、二重変 異 酵 素 は
peptideB、CのLys-Phe(NO2)結合 を切 断 した(Table5)。これ らの基 質 を用 い て反応 動 力
学的パ ラメー ター を求 め、APIのそ れ と比較 した(Table6)。いず れ の基質 に対 して も二 重
変異 酵 素 のkcat1K盃はAPIのもの よ りも低 か った。 二 重 変 異 酵 素 のpeptideAに対 す る
peptideBの特 異性 はAPIの1/20であ った がpeptideAに対 す るpeptideCの特異 性 はAPIとほ
ぼ 同等 で あ った。 二重 変異 酵素 の反 応 動 力学 的パ ラメ ー ター のpH依存 性 を調 べ た ところ
(Fig.14,15)、いず れ の基 質 に対 して もK魚値 はpH非依 存 性 で あ った。peptideAに対 す る
血at値はpH4以下 にお い てpH:非依 存性 で あ った の に対 し、peptideB、Cに対 す る㎏at値は
pHが低 下 す る につれ て低 下 した。 こ の こ とか ら、二重 変 異 酵 素 のAsp-77の側鎖 の解 離 は
基 質 のP1位にLysを含 む と き、遷 移 状 態 の安 定化 に貢 献 して い る と考 え られ る。
結論
本研 究 で は、APIとブ タ ・ペ プ シ ン を材料 と し、 ア スパ ラギ ン酸 プロテ アー ゼ のSl基
質特 異 性 につ い て タ ンパ ク質工 学 的手 法 を用 い解析 した。 そ の結果 、APIのフ ラ ップ と
呼 ば れ る βヘ ア ピンル ー プに存在 す るAsp-76、Ser-78(APInumbe血g)カ§P1位の塩 基 性 ア
ミノ酸 の認 識 に貢 献 してい る こ とを明 らか に した 。 この 認 識 には、Asp-76の側 鎖 がP1位
の塩 基性 ア ミノ酸 の側 鎖 と水 素結合 す る こ とが重 要で あ り、 静電 的相互 作用 は必須 で は
ない 。Ser-78の存 在 はAsp-76の側 鎖 の位 置 ・配 向 を適 切 に保 つ た め に必 要で あ る 。 これ
らの知 見 を基 に、 ブ タ ・ペ プ シ ンには本 来 ない基 質特 異 性 を人 為 的 に付 与 させ る こ とに
初 め て成功 した。
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TABLE1.Comparisonoftheaminoacidsequenceoftheactive-siteflapinaspartic
proteinasefamily(Pepsinnumbering).Theaminoacidsequencesofporcinepepsin,
humanpepsin,humancathepsinD,humanrenin,mucorpepsin,aspergillopepsinI,
penici110pepsin・rhizopuspepsin・endothiapepsinandcandidapepsinarealigned二The
mutatedsitionsazeindicatedinboldfacechazacters.
Residuenumber
70 83
Porcinepepsin
Rumaコpepsi口
Kumancat血epsiロD
Huma皿re滋a
Mucozpepsin
Aspe=gi1ユopepsin工
Penicillopepsin
Rhizopuspepsin
End◎thiapepsiロ
Candidapepsin
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
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TABLE2.Specificactivitiesofwild-typeandmutantAPIsforthehydrolysesof
caseinandhemoglobinandtheactivationofbovinetrypsinogen.Proteolytic
activitieswereassayedin50mMsodiumacetate,pH2.7,1%caseinor
hemoglobin.at30ｰC.TheactivationofbovinetrypsinogenwasdonewithsmM
trypsinogenin50mMsodiumcitrate,pH3.Oat30ｰC.Parenthesesindicatethe
ercentaeesoftheactivitiesofwild-tvoeAPI.
Specificactivity
E!毘yme Casein
(kata1/k)
Hemoglobin
katal/kQ)
Trypsinogenactivation
(mkataUkg)
Wildtype
D76N
D76E
D76S
D76T
S78A
△S78
0.139(100)
0.060(43)
0.041(29)
0.103(74)
0.023(17)
0.142(102)
0.010(7)
0.75(100)
0.38(51)
0.45(60)
0.40(53)
0.12(16)
0.53(71)
0.077(10)
5.1(100)
2.3(45)
0.02(0.4)
N.D.
N.D.
0.37(7)
N.D.
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TABLE3.Kineticparametersforwild-typeandmutantAPIstowardsthepeptide
substratescontainingpheny]alanineorlysineresidueatthePtposition.Reactionswere
α面edoutinO.1Msod1uma㏄ 漉,pH45at30'C.The㎞e廿cpa鵬rsw釘e
de㎞ned丘romplolsofiΩit謡τa鵬versussubs㎜◎on㏄n圃on(0.002-0・300mMfbr
allsubstrates).
塩(mM) 北α震(s-1) 鳶ca♂Kln(mM4・s「1)
PTEF*F(NO2)RL
wr
D76N
D76E
D76S
D76T
S78A
asps
PTEK*F(NOZ)RL
wr
D76N
D76E
D76S
D76T
S78A
△S78
Ac-AAK*F(NOZ)AA-NHZ
.wr
D76N
D76E
D76S
D76T
S78A
asps
0.007.
o.oio
O.057
0.061
0.073
0.017
0.107
0.009
0.027
0.oso
O.034
0.065
0.017
0.oas
0.092
0.103
0.in
0.130
0.094
15.7
8.3
10.9
io.s
5.9
20.3
io.s
4.5
3.2
0.20
0.040
0.014
0.61
0.036
6.8
3.5
0.039
N.D.
N.D.
0.93
0.001
2240
830
191
177
81
iigo
ioi
500
119
4
i.a
o.a
36
0s
74
34
0.2
7
0.01
N.D.;notditected.
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Fig.11.SDS-PAGEofpurifiedwild-typeand
mutantporcinepepsins.Lane1,nativeporcine
pepsin;lane2,wild-typepepsin;lane3,T77D
mutantpepsin;lane4,G78[S)S79mutantpepsin;
lane5,T77D/G78[S]S79mutantpepsin.
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TABLE4.Specificactivitiesofwild-typeandmutantpepsins.
forhydrolysisofbovinehemoglobinandactivationofbovine
trypsmogen
TrypsinogenactivationEnzymeHemoglobin
(mkatal/kg)(ｵkataUkg)
Native
Wildtype
T77D
Gフ8IS】S79
T77D/G78[SjS79
?
?
?
??
?
?
??
?
?
?
0.05
0.04
0.oi
N.D.
18.5
N.D.;notditected.
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Fig.13.Conversionoftrypsinogentotrypsinbymutantpepsins.
Bovinetrypsinogen(5mg)wasincubatedin50mMsodiumcitrate,
pH3.Owith160ngofwild-type(lane2),T77D(lane3),G78[S]S79
(1ane4)orT77D!G78[S】S79pepsin(1Ime5)at37℃fbr6h,and
analyzedbySDS-PAGEona12.5%gel.Thegelwasstainedby
CoomassieBrilliantBlueR-250.Lane1,trypsinogenintheabsenbce
ofpepsin.
TABLE5.Thecleavagesitesofpeptidesubstraeesbywild一
智pe鋤dmu捻ntpepsins.
ProりτhFGh1-Phe-Phe(NO2)一Arg・Leu
wr
TηD
G78[S]S79
T77DIG78[S]S79
」
?
ー
?
??
?
?
?
?
P笹ThrρGlu-Lys-Phe(NO2)葡Aτ9-Leu
wr
T77D
G78[SJS79
T77D/G78〔S】S79
サ ??
?
??
?
Ac-Ala甲Ala・Lys-Phe(NO2)・AlarAla-NH2
wr
T77D
G78[S)S79
T77D/G78[S}S79
??
??
‡
n.c.;notcleaved
TABLE6.KineticpazametersforthehydrolysisofPhe-Phe(NO2)andLys-Phe(NO2)bondsinthepeptide
substratesbywild-typeandmutantpepsins.EachreactionwascanIiedoutinO.1Msodiumacetate,pH4.5at
37ｰC.
K (s一〉〉 臨(釦M'ls'1 R頷◎a
Pro-Tlu-Glu-Phe-Phe(NOZ}Arg-Leu
W韮dすpe
㎜
G78[S}S79
T77D/G78[S]S79
A聯molゆI
Pro一'lbrGlu-Lys-Phe(NOZ}Arg-Leu
W五dtype■
㎜
G78[S]S79
T17DJG78[S]S79
Asp㎎遡。Pゆ血I
Ac.Ala・梅LyS腫Pbe(NO2>Ab-Ala・NH2
Wild鯉pe
m
G78[S]S79
Tア7DIG78【SコS79
As◆O血1
o.oa
O.20
0.17
0.06
0.01
o.is
o.is
o.os
0.16
0.io
61
zo
2.O
is
_b
o.ia
N.D.
1.1
13
_a
_d
N.D.c
2.]
8.0
isoo
loo
iz
383
iaoo
Q.Sb
7.3
650
?
?
?
?
i.o
i.o
i.o
i.o
i.o
O.QQ56
0.019
0.36
0.034
0.oaa
aRatiois長瓢〃ζ血valuefe囲veto血atwithPK〕一恥 」Glu・Phe-Phe(NQ2レA喀・Leuassubsαate如eacben珈降e・
bα剛 寧 。α㎜ 面betw㏄DG!u靭sU,n己
cNodetectablecleavagewasobserved
dCleavageoccurredbetweenPhe(NOZ}Alabond
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hydrolysisofPro-Thr-Glu。Phe-Phe(NO2)一Arg-Leu(●),.Pro-Thr-
Glu-Lys-Phe(NO2)一Arg-Leu(O),AcrAlarAla-Lys-Phe(NO2)一Alag
Ala-HN2(▲)byT77D/G78[S]S79mutantpepsi1LAssayswere
performedinsodiumacetate/NaCIbuffer(1=U.1),at37ｰC.The
unitsofkinedcparametersare罵n;ぬmM,亀a匡jns冒Iandlをcaμm
inmM-1s-1.
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Fig.15.pHdependentsubstratepreferenceofdoublemutated
pepsin.ThePlLys1?heprefbrenceisrepresentedby△109(kcat/Km)・
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論 文 審 査 結 果 要 旨
ペプ シン ・フ ァミリーのアスパ ラギン酸 プ ロテア ーゼは ,胃 の タ ンパ ク質 の消 化 に必須 のペ プ シ
ン,血 圧上昇 の引 き金をひ くレニ ン,細 胞 内タンパ ク分解 に重要な役割を果 たす カテプシンD,AIDS
ウイル ス として恐れ られ ているHIV-1ウイル スの増殖 に必須 の レ トロペ プシン,凝 乳酵素 キモ シン,
消化酵素 モル シンな ど,生 理的 にもそ して産 業的に も重要 な酵素が含 まれ ている。ペ ラシン ・ファ ミ
リー酵素 の特色はペプシ ンの番号 でAsp-32とAsp-215の2残基が触媒 中心残基 として存 在 す る類似
性 を示すが,特 異性の違 いにつ いての分子論 的な解析は少ない。
アスペル ジロペ プシン1(API,EC3,4,23,18)はAε♪θ7g∫``粥の生産す るアスパ ラギ ン酸 プ
ロテアーゼで,基 質特異性は 胃ペ プシン的触媒作用 のほかに ,十二指腸 エンテ ロペ プチダーゼの持つ
トリプシノーゲ ン活性化反応 の2触 媒機能性 の分子であ る。本研究 はAPIの2触 媒機能性 の分 子論
的な解析 を したものであ る。
APIの 一次構造 は,同 酵素遺伝子のcDNAのヌク レオチ ド配列か ら推定 した。種 々検 討 の結 果,
エンテ ロペ プチダーゼ様 触媒活性 のある酵素群は共通 してAPI番 号で76番目(ペ プシン番 号 で77番
目)に アスパ ラギ ン酸 を持つ ことに注 目し,APIを コー ドす るcDNAの酵 母に よる発現系 を構築 し,
部位特 異的変異に よ り トリプシ ノーゲンの活性化 を検討 した。
APIの 活性中心を覆 うフラップの先端に あるAsp-76残基に変 異を与 えたAsp-76Ser変異酵 素は,
ペプシ ン様活性は残 したままであったが,エ ンテ ロペ プチダーゼ様活 性 を全 く失 った。 以上 の結果
は,API分 子 中の唯一残基に変 異を与 える ことに よってエ ンテ ロペ プチ ダーゼ活性発 現のた め に必
須 の残基Asp-76を証 明 した最初の報文 となった。更に詳細 な解析 のために,APIcDNAの 大腸 菌に
よる大量発現系を構築 した。
大腸菌の発現型 で,Asp76Asn,Asp76Glu,Asp76Thr,Asp76Ser並びにSer-78欠失 の△78変異酵
素 をそれぞれ精製 し,ト リプシノーゲ ン活性化反応,並 びに3種 の合成基質を用いて詳細 な酵素反応
速度論的解析 を与 えた。
APIのAsp-76残基はエ ンテ ロペプチダーゼ活性に必須 の残基 である証明を普遍 的にす るため に,
ブタペ プシンcDNAに変異を与え,変 異酵素Thr77Asp,Ser挿入変 異Ser78[Ser]Glyr9並びに二重 変
異酵素Thr77Asp/Ser78[Ser]Gly79を調製 した。その結果,二 重変異酵素は,野 性型 のペ プ シンが持 っ
ていなか った トリプシノーゲン活性化反応 を触媒す ることが可能 となった。ペ プシンに十二指腸エ ン
テ ロペプチダーゼ活性を付与 した初 の結果を得た ものである。
以上,ペ プシン ・ファ ミリー酵素 の2触 媒機能性 の分子機構 をタシパ ク質工学 的,酵 素化学的に明
らかに した もので,審 査員一 同候補者に博士(農 学)の 学位を授与す るに値す るものと認定 した。
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